Introduction
Primary liver cancer is fifth most common type of cancer and has �h� �h��d h�gh��� ����� �f ��������y w���dw�d�. �������������� ��������� ��CC� ���������� ������������y 85% �f ��� ������y ��v�� ������ �����. A��h��gh �h� ����d���� �f ���� �y��� �f ������ �� d��������g, �h� ����d���� �f �CC �� ���������g w���dw�d� �1,2�. A ���b�� �f ���k f������ h�v� b��� �d����-fied to increase the risk of HCC. Non-alcoholic fatty liver d������ �NAFLD� �� ��� �f �h��� ���k f������. Th� h������g���� �h��g�� ��������g �� NAFLD ���g� �v�� � w�d� ��������, �����d��g f��� ������ ��������� �� ���-����h���� ������h���-����� �NAS��, ��v�� ����h���� ��d ��v�� f������, ��d ��������� �v�� �CC �3�. NAFLD ������ �� �������� w��h ���������� �f ����b���� �y�d����, ���h �� �y�� 2 d��b���� �������� �T2DM�, �b����y, hy���������� ��d hy�������d���� �3�. Th���f���, hy�������d���� ���� ���������� � ������� ���������� �� ���k f�� HCC that can readily be identified.
Rosuvastatin as a potential preventive drug for the development of hepatocellular carcinoma associated with non-alcoholic fatty liver disease in mice S������ ��� �ff����v� d��g f�� �������� w��h hy�������d����. Th� d��g� ��h�b�� 3-hyd���y-3-���hy�-g�����y� ����zy�� A ��MG-C�A� ��d������, � k�y ��zy�� �h�� �����yz�� �h� ����-�������g ���� w��h�� �h� �h��������� b���y��h���� ���hw�y. P��v���� ���d��� h�v� �h�w� �h�� ������� ��� ����� �ff���� �������� �h��� ����d-��w����g ����������. Th��� ���-����d �ff���� include antioxidant effects (4), anti-inflammatory effects (5) ��d �h� ����g������� �f ��d��h����� ������ ���d� �y��h��� �6�. R���v������� �R���, � �MG-C�A ��d������ ��h�b����, h�� exhibited a more potent affinity for the active site of HMG-CoA ��d������ �h�� ��h�� �������. I� �dd�����, �h� h������ ����k� �f Ros in rats has been found to be more selective and efficient �h�� �h�� w��h ��h�� d��g� �7�. F���h������, �h� �y��������-��v� �ff���� �f R�� �g����� ���h���� ��j��y h�v� b��� ������y �������d �8-11�. Th��, �� �h�� ���dy, w� ����d �� d�������� �h� ���� �f R�� �� � ���v����v� d��g �� �CC ���������d w��h NAFLD. Animals. STAM ����, � NAS�-����h����-h������������ g���� ��d��, w��� ����h���d f��� STELIC C�., L�d. �T�ky�, J�����. Th� ����� ��d�� w�� ����b���h�d �����d��g �� � ���v�����y described protocol (12) . Briefly, pregnant C57BL/6 mice were ����h���d f��� CLEA-J���� �T�ky�, J����� ��d 2-d�y-��d ���� ���� w��� ��j����d w��h �������z������ �200 µg/������ ��d f�d � �FD ��FD-32; CLEA-J����� f��� �h� �g� �f 4 w��k�. Th�� ����� ��d�� ���g������ f��� NAFLD �� NAS� �� 8 w��k� �f �g� ��d d�v����� �CC �� 16 w��k� �f �g� �12�.
Materials and methods

Chemicals
Experimental design. Af��� w�����g, 16 ���� w��� d�v�d�d ���� 2 ������������ g�����. Th� ������������ d���g�� w��� �� f����w�: 5-w��k-��d ���� STAM ����, wh��h d�v�����d T2DM ��d NAFLD by b���g f�d � �FD, w��� d�v�d�d ���� � g���� �� wh��h � �FD w�� g�v�� �� �h� ���� f�� 15 w��k� ��=8� �� �������� ��FD g�����; �� �h� ��h�� g����, �h� ���� w��� f�d � �FD �����������d w��h 0.00125% R�� f�� 15 w��k� ��=8� �R�� g�����. Th� ���� w��� ����w�d f��� ������ �� f��d, w��h � 12-h ��gh�/12-h d��k �y��� ��d�� ���d������ �f ���������d temperature (22±1˚C) and humidity (50±10%). Food intake w�� �������d d���y, wh��� ��d�v�d��� b�dy w��gh� w�� �����d�d ���� � w��k. Th� 8 ���� f��� ���h g���� w��� f����d �v����gh� ����� �� ���h������ �by ���v���� d�����������. A�� ���� w��� �����f���d �f��� ���������g �h��� ��������v� d�����y ��g�����, ��d �h� ��v��� �f �h� ��d�v�d��� ������� w��� w��gh�d. Th� ��v��� w��� ����v�d, �h� ������� w��� �����d �� f������� ��d �h� ������d�� w��� ����-f��z�� ��d �����d Statistical analysis. D��� ��� ��������d �� �h� ����� ± ����-d��d ����� �f �h� ����. S���������� ����y��� w��� ���f����d ����g S��d���'� �-����. V����� �f �<0.05 w��� �����d���d �� indicate statistically significant differences. Hepatic antioxidant-related mRNA expression. T� d�������� wh��h�� R�� d�����f��� ������v� ��yg�� ������� �� �h� R�� g����, w� �h�� ���f����d RT-qPCR �� q�����fy �h� ���������� ��v��� �f ������d��� g����, ���h �� GCL �����y��� ��b���� �G���� ��d g�����h���� S-�����f����� �GST� �20�. Th� ������v� h������ expression of these genes did not differ significantly between �h� 2 g����� �F�g. 7�.
Results
Effect of diets on the liver/body weight ratio of the mice in
Hepatic developing HCC-related mRNA expression. S���f���b �� � ���f�� d��g f�� �h� ��������� �f �CC �� �� ��h�b��� �h� ���d����� g��w�h f����� �EGF�, v������� ��d��h����� g��w�h f����� �VEGF� ��d ��������-d���v�d g��w�h f����� �PDGF� �21,22�. Th��, w� �������d wh��h�� R�� ��h�b��� �h� d�v�������� �f �h��� g����. Th� ������v� h������ �RNA ���������� ��v��� �f EGFR, VEGER ��d PDGFR w��� ��g��f������y d�������d �� �h� R�� g���� �������d w��h �h� �FD g���� ��<0.05; F�g. 8�.
Discussion
�CC �y������y h�� � ���� ���g�����, ��d �h� ��j����y �f �������� ��� d��g����d w��h ���g�����v� ��v�� ������ w��h � 5-y��� ���v�v�� ���� �f ������������y 2%. Th���f���, �h� F�g��� 6. R�����v� h������ �����f�����g g��w�h f����� �TGF�-β1, ������ ��h�b����� �f ������ ������������������ �TIMP�-1, ������ ������������������ �MMP�-13 ��d �y�� 1 �����g�� α1 ��v��� �� �h� ���� �� �h� h�gh-f�� d��� ��FD� g���� ��d �� �h� ���� �� �h� ����v������� �R��; f�d �h� �FD �����������d w��h 0.00125% Ros) group were measured by RT-qPCR. The levels of the profibrogenic gene, TGF-β1, were significantly decreased in the Ros group ( * �<0.05�. ��w�v��, �h��� was no significant difference in the expression levels of TIMP1, MMP-13 and type 1 collagen α1 between the 2 groups (NS, not significant).
F�g��� 5. R�����v� h������ ������ ��g������y ������� b��d��g �������-1� �SREBP-1��, f���y ���d �y��h��� �FAS�, ���������� �����f������-����v���d �����-���� �PPAR�-α, PPAR-γ, ������y�-C�A d���������-1 �SCD-1� ��d AMP-����v���d ������� k����� �AMPK�α ��v��� �� �h� ���� �� �h� h�gh-f�� d��� ��FD� g���� ��d �� �h� ���� �� �h� ����v������� �R��; f�d �h� �FD �����������d w��h 0.00125% R��� g���� w��� �������d by RT-qPCR. Th� ��v��� �f �h� ����g����-������d g����, SREBP-1�, FAS ��d AMPKα were significantly decreased in the rosuvastatin (Ros) group compared with the HFD group ( * �<0.05�. I� �dd�����, �h� ��v��� �f PPAR-α were significantly increased in the Ros group compared with the HFD group ( * p<0.05). However, there was no significant difference in the levels of PPAR-γ between the 2 groups (NS, not significant).
���v������ �f �CC �� ��������� f�� ��d����g ��� ��������y ��d ���b�d��y. I� �� �����d���d ��������y �� �d����fy �������� �� ���k �f �h� ���������� �f �CC ��d �� d�v���� � ��f� �h������v��-��v� �g���. �y�������d���� �� ��� �f �h� ���k f������ ��������b�� f�� �h� ���������� �f NAS�, wh��h ���������y ������ �CC. A� �������� �� �h� ������ �f hy�������d���� ���������� �� �� �������� �� �h� ���k �f �h� ���������� �f �CC. R�� �� � hy�����-�d���� �g���. I� �dd����� �� ��� ����-hy�������d���� �ff���, �� h�� been shown to exert anti-inflammatory and anti-arteriosclerotic �ff������ ���d��v������� d������� b��h in vivo ��d in vitro �4-6�. A��h��gh R�� �� �������y ���d �� hy�������d���� ��������, �� ���dy h�� b��� �������d �� d��� �� �h� �ff��� �f �h� d��g �� �h� ���������� �f �CC �� �h� �������� �f �� ��d���y��g NAS�, �� ����� �� �h� b��� �f ��� k��w��dg�. Th� ������� ���dy �h�w�d �h� ��������� ��������v� �ff��� �f R�� �g����� �CC �� ����� f��������. O�� d��� ���� �h�w�d �h�� �h�� ��������v� �ff��� �� ��� ���y ��������y ��d����d by ��� ����-��f��������y �ff��� ��d �h� d�w���g������� �f g���� ��v��v�d �� ��w ����g������, b�� ��y ���� b� ��d����d by �h� d�w���g������� �f v������� �����f�����v� f������.
It has beent demonstrated that Ros exerted anti-inflammatory �ff���� ��� ���y �� ���d��v������� d�������, b�� ���� �� f������ ��v��v�d �� �h� ���������� ��d ���g������� �f NAS� �4-6�. These findings are consistent with the biochemistry measurements of AST and ALT in our study. In fibrogenesis, however, R�� ������d ��� �ff��� �� TGF-β1, b�� ��� �� �������� ����-d���v�d f������.
O�� ������� ���� ��gg����d �h�� R�� ������d ��� �ff��� �� �h� ���������� �f ����d-������d g����. B���h������ ����y��� ��v����d �h�� �h� ����� ��d ��v�� TG ��v��� d�������d �� �h� R�� g����. T� �����d��� �h� ���h����� ��v��v�d, w� �������d �h� h������ ���������� �f ���� ����g���� ��d ����d ���d�����-������d g���� in both groups. The results of RT-qPCR assay confirmed that the administration of Ros significantly affected the expression �f � ���b�� �f ����d-������d g����. I� ����������, SREBP-1� �23�, � k�y ������������� ����v���� �� h������ ����d �y��h����, w�� significantly decreased in the Ros group, compared with the �FD g����. Th� �����-��b���� ��zy��, AMPK, �� ����g��z�d �� � ��j�� ��g������ �� �h� h������ ����d �y��h���� ���hw�y ��d f���y ���d ���d����� �24,25�. W� f���d �h�� �h� ���������� �f �h� AMPKα1 ��b���� w�� h�gh�� �� �h� R�� g���� �h�� �� �h� �FD g����. Th� �������� PPAR-α �� � ���b�� �f �h� PPAR ��bf����y �f ������� ��������� �h�� ����������������y �������� �����������, ���������� ��d �����h��d���� ���d����� �17�. F�g��� 7. R�����v� h������ g��������-�y������ ��g���, �����y��� ��b���� �G����, ��d g�����h���� S-�����f����� �GST� ��v��� �� �h� ���� �� �h� h�gh-f�� d��� ��FD� group and in the mice in the rosuvastatin (Ros; fed the HFD supplemented with 0.00125% Ros) group were measured by RT-qPCR. There was no significant difference in the expression levels of Gclc and GST between the 2 groups (NS, not significant).
F�g��� 8. R�����v� h������ ���d����� g��w�h f����� �EGF�, v������� ��d��h����� g��w�h f����� �VEGF� ��d ��������-d���v�d g��w�h f������ �PDGF� ��v��� �� �h� ���� �� �h� h�gh-f�� d��� ��FD� g���� ��d �� �h� ���� �� �h� ����v������� �R��; f�d �h� �FD �����������d w��h 0.00125% R��� g���� w��� �������d by RT-qPCR. Th� ��v��� �f �h� h������������� ��������� ��CC�-������d g����, ���d����� g��w�h f����� �������� �EGFR�, v������� ��d��h����� g��w�h f����� receptor (VEGFR) and platelet-derived growth factor receptor (PDGFR) were significantly decreased in the Ros group compared with the HFD group ( * �<0.05�.
PPAR-α expression in the liver was significantly higher in the Ros group than in the HFD group. By contrast, no significant d�ff������ w�� �b���v�d b��w��� �h� �w� g����� �� ��g��d� �h� ���������� �f PPAR-γ �18�, ����h�� ���b�� �f �h� PPAR ��bf����y, wh��h ����������������y ��������� �d����y�� d�ff����-�������. I� h�� ���v�����y b��� �h�w� �h�� �h� �d������������ �f ���������������� ���d �EPA�, � hy������d���� �g���, �� P��� k���k��� ���� ��d���� �h� ���������� �f �������d��� g���� ��d ��h�b��� �h� f�������� �f ������v� ��yg�� �������. Th��, w� �����d���d wh��h�� R�� ������ �� �������d��� �ff��� ���h as EPA. In our study, no significant expression of antioxidant g����, ���h �� G��� ��d GST, w�� ��d���d �� �h� ��v��� �f ���� treated with Ros (20) . These findings suggest that Ros has no �������d��� �ff��� �� STAM ����� ��v���.
I���������y, R�� ���������d �h� ���������� �f h������ �d����� ��d �CC �� �h� STAM ���� ���d �� �h�� ���dy. Wh��� �h�� �ff��� h�� b��� �������d f�� EPA �26�, �� h�� ��� �v�� ��v��-��g���d f�� R��. EPA h�� b��� �������d �� h�v� �� ��������� �ff��� ���g������g f��� ���� d���h ��d������ ��d ���� g��w�h ��h�b�����. I� �dd����� �� f������g ��� ��������� �� �h� �����dy d����������d �ff��� �f R�� �� ���d��v������� d�������, w� ��v��-��g���d �h� ���������� �f v������� �����f�����v� f������, b���d �� �h� f��� �h�� ����f���b, �h� ���y ���� ��������� f�� ���g�����v� �CC, h�� � ���������v� �ff��� �� ����� v����� �����f�������. O�� ������� ��d�����d �h�� �h� ���������� �f v������� �����f���-��v� f������, �����d��g EGF, VEGF ��d PDGF, w�� ��h�b���d by ������ 50% �� �h� R�� g����, �������d w��h �h� �FD g����. This finding suggests that the hypolipidemic agent, Ros, may h�v� �� ��������� �ff���, �� �dd����� �� ��� ����hy�������d���� �ff���, �g����� �CC ���������d w��h NAS�.
R�� �� � d��g ���d �� �h� ��������� �f ���y hy�������d���� ��������. I� �h� ������� ���dy, w� d����������d �h�� �h� �d���-istration of Ros is a potential treatment for NASH and its final ���g�, �CC. W� ��gg��� �h�� �h� �ff���� �f R�� b� �v������d �� f����� ���������v� ��d �����������v� ���d���z�d �����b�-���������d �������� ���d���.
